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Auf Spurensuche im Atem

Hochstempfindliche Infrarot-Laserspektroskopie findet Biomarker in der Atemluft.

Manfred Miirtz und Peter Hering

Atemanalysen gewdhren - @hnlich wie Bluttests - Ein-
blicke in den menschlichen Stoffwechsel. Der Mensch
atmet hunderte von Substanzen aus, die meisten
allerdings nur in duBBerst geringen Spuren. Einige
erlauben Aussagen liber den Stoffwechsel oder ge-
ben Aufschluss iiber Krankheiten. Die Infrarot-Laser-
spektroskopie spiirt Spurengase im Atem auf und
eroffnet zahlreiche Moglichkeiten der Anwendung im
Klinikalltag oder in der biomedizinschen Forschung.

temtests sind in der Medizin lange bekannt. Seit

den Zeiten von Hippokrates weify man, dass

ein charakteristischer Mundgeruch bestimmte
Krankheiten begleitet. Beispiele sind der Azetongeruch
bei fortgeschrittener Zuckerkrankheit und der tibel
nach Schwefelverbindungen riechende Atem bei Stoff-
wechselstorungen der Leber. Die neuzeitliche Atem-
analytik begann mit den Arbeiten von Lavoisier und
Laplace, die 1784 das Kohlendioxid in der Atemluft
von Meerschweinchen entdeckten. Im 20. Jahrhundert
setzte Nobelpreistrager Linus Pauling auf diesem Ge-
biet einen Meilenstein: Er blies seinen Atem durch eine
gekiihlte Rohre und analysierte die derart ausgefrore-
nen Bestandteile mittels eines Gaschromatographen.
Dabei entdeckte er, dass in einer durchschnittlichen
Atemprobe neben den bekannten Hauptbestandteilen
auch verschiedene organische Verbindungen in sehr
geringen Konzentrationen vorkommen. Viele fliichtige
organische Verbindungen (Volatile Organic Com-
pounds, VOCs), die im Blut gelost sind, gelangen tiber
die Lunge in die Atemluft und werden so ausgeschie-
den. Mehrere hundert VOCs und einige anorganische
Verbindungen, die unser Organismus bildet, wurden
bereits im Atem identifiziert [1]. Die meisten davon lie-
gen nur in pikomolaren (10" mol/l) bis nanomolaren
(10~° mol/l) Konzentrationen vor.

Die Analyse von Stoffwechselprodukten im Atem
konnte ein neues diagnostisches Fenster in der kli-
nischen Medizin 6ffnen. Mit Atemtests lassen sich auf
unblutige Weise verschiedene Stoffwechselparameter
eines Patienten erfassen [2, 3]. Allerdings ist es nach
wie vor ein ungeldstes Problem, Spurengase in dieser
geringen Konzentration quantitativ zu analysieren. Die
klassischen Methoden, um Spurengase zu identifizie-
ren und zu quantifizieren, wie Gaschromatographie
und Massenspektrometrie, sind oft nicht empfindlich
genug und eignen sich daher nur begrenzt fiir die
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Atemanalytik. Hier versprechen Laser Abhilfe, die sich
bereits in vielen Bereichen der Lebenswissenschaften
etabliert haben, vor allem in der biomedizinischen
Forschung und der klinischen Medizin. Meist handelt
es sich dabei um bildgebende Verfahren (z. B. optische
Koharenztomographie und Holographie) oder um
therapeutische Anwendungen. Letztere nutzen die
thermische oder abtragende Wirkung der Laserstrah-
lung in Gewebe aus (z. B. LITT und LASIK) [4]. Im
letzten Jahrzehnt befasste sich eine zunehmende Zahl
von Arbeiten mit dem empfindlichen Nachweis von
biogenen Spurengasen durch moderne abstimmbare
Lasersysteme. Ein Forschungsschwerpunkt besteht
darin, fliichtige Biomarker im Atem zu untersuchen.
Biomarker sind all jene Substanzen, die Riickschliisse
auf biologische Prozesse zulassen oder Informationen
tiber Stoffwechselvorginge liefern.

m Mittels Laserspektroskopie lassen sich fliichtige Bio-
marker im Atem beobachten, die neue Einblicke in den
menschlichen Stoffwechsel erlauben.

m Die Laseranalytik bietet teilweise konkurrenzlose Emp-
findlichkeit und Geschwindigkeit. Sie erlaubt es, Spuren-
gaskonzentrationen im sub-ppb-Bereich in Sekunden-
schnelle quantitativ zu analysieren.

m Potenzielle Anwendungen von Echtzeit-Atemtests in
der Medizin sind die nicht-invasive Diagnostik und die
Therapiekontrolle.
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Dieser Artikel stellt lasergestiitzte optische Metho-
den vor, die quantitative Analysen von Spurengasen
mit uniibertroffener Empfindlichkeit, Spezifitit und
Geschwindigkeit erméglichen: Konzentrationen bis
hinunter in den ppt-Bereich (parts per trillion, 10™%)
lassen sich wihrend eines Atemzugs messen.

Spuren in der Luft

Neben den Hauptbestandteilen Stickstoff (75 %),

Spurengas | Konzentration im Atem

Methan (CH,) 1-10 ppm
Ethan (C;He) 0-2ppb
Pentan (CsHq) 0-2ppb
Stickstoffmonoxid (NO) 5-20 ppb
Kohlenmonoxid (CO) 1-5ppm
Carbonylsulfid (OCS) 0,5-10 ppb
Azetaldehyd (CH;CHO) 1-10 ppb
Isopren (CsHs) 50 - 200 ppb
Ammoniak (NHs) 0,5-2ppm
Azeton ((CH5),CO) 0,5-1ppm

Sauerstoff (16 %) und Wasser (4 %) enthalt mensch-
liche Atemluft eine Reihe fliichtiger Substanzen, die
beim Stoffwechsel im Organismus entstehen (endo-
gene Substanzen, Tab.1). In der Lunge gelangen diese
vom Blut tiber die alveolar-kapillire Membran in die
Atemluft, wo man sie nachweisen kann. Auch die
Schleimhéute der Atemwege und die Mundflora pro-
duzieren Verbindungen, die in die Atemluft gelangen.
Das wichtigste Stoffwechselprodukt im Atem ist
Kohlendioxid (CO,), das etwa vier Prozent des aus-
geatmeten Volumens ausmacht. Obwohl CO, kein
Biomarker ist, spielt es eine wichtige Rolle fiir verschie-
dene “C- oder “C-Atemtests, bei denen Isotopologe
von CO; als Biomarker dienen (Infokasten ,,Isotopolo-
ge als Biomarker®). Ein bekanntes Beispiel aus dem
Klinikalltag ist die Untersuchung auf eine Helicobacter
pylori-Infektion der Magenschleimhaut [5]. Bisher war
zur Diagnose eine Magenspiegelung notwendig.
Dariiber hinaus finden sich viele weitere Stoffwech-
selprodukte im Atem, deren Konzentrationen tiber-
wiegend im niedrigen ppb-Bereich (parts per billion,
107°) liegen. Einige dieser fliichtigen organischen Ver-
bindungen gelangen mit der eingeatmeten Luft oder
mit der Nahrung (z. B. durch Alkoholgenuss) in den
Korper (exogene Substanzen). Solche Verbindungen
im Atem weisen zwar nicht auf eine Erkrankung hin,
sie ermoglichen es aber, noch Tage spéter nachzuwei-
sen, dass eine Person Umgang mit bestimmten Verbin-
dungen hatte bzw. Schadstoffen ausgesetzt war. Dies ist

Tabelle1 Wichtige endogene Spurengase und ihre typische
Konzentration im Atem eines gesunden Menschen.

z. B. in der Sportmedizin von Belang, wenn es darum
geht, Dopingsubstanzen nachzuweisen.

Seit einigen Jahren wird untersucht, welche Spuren-
bestandteile des Atems als Biomarker fiir Stoffwech-
selstorungen und Erkrankungen in Frage kommen
[6]. Bisher haben es aber nur wenige Atemtests in die
klinische Praxis geschafft. Das liegt vor allem daran,
dass es nach wie vor grofe Schwierigkeiten bereitet, die
duflerst geringen Spurengaskonzentrationen zuverlds-
sig zu analysieren. Daher fehlt es an klinischen Studi-
en, die eine Voraussetzung fiir die Zulassung medizi-
nischer Tests sind. Dariiber hinaus ist bei den meisten
Spurenbestandteilen kaum etwas iiber die zugehérigen
Stoffwechselprozesse bekannt. Nur bei wenigen Sub-
stanzen im Atem gibt es genaue Erkenntnisse iiber
Ursprung und Bedeutung: z. B. bei Stickstoffmonoxid
(NO), bei Kohlenmonoxid (CO) und bei einigen leich-
ten Kohlenwasserstoffen wie Ethan oder Pentan. Ent-
sprechende Atemtests, die diese Verbindungen nach-
weisen, sind bereits verfiigbar oder in der Entwicklung.

Der am besten untersuchte Biomarker im Atem ist
das NO-Molekiil. Bis vor zwanzig Jahren war von NO
meist die Rede, wenn es um Luftverschmutzung durch
Kraftwerke und Verbrennungsmotoren ging. Inzwi-
schen weifd man, dass NO in vielen Teilen des mensch-

ISOTOPOLOGE ALS BIOMARKER

Isotopologe sind Molekiile mit gleicher
chemischer Zusammensetzung, die
sich nur in der Isotopenzusammenset-
zung unterscheiden, also ungleiche
Molekilmasse besitzen. Die Markie-
rung von molekularen Verbindungen
mit seltenen Isotopen ermdglicht es,
Stoffwechselreaktionen dieser Verbin-
dungen zu verfolgen und Aussagen
Uber Reaktionswege und Umsatzraten
zu treffen. Oft verwendet man Radio-
isotope, um die Vorldaufersubstanz, die
dem Patienten verabreicht wird, zu
markieren. Das ist allerdings mit Strah-
lenbelastungen verbunden. Die Infra-
rotspektroskopie bietet dagegen die
Maoglichkeit, stabile Isotope zu verfol-
gen. Sind die interessierenden Mole-
kule damit markiert, fihrt dies zu Iso-
topieverschiebungen der Spektral-

linien im IR-Absorptionsspektrum. N
ist ein stabiles Isotop, das sich z. B. zur
Markierung von Arginin, einer Vorlau-
fersubstanz von NO, eignet. Das im
Atem vorliegende ®NO l3sst sich per
IR-Laserspektroskopie analysieren. Zur-
zeit befassen sich Forschungsarbeiten
an der Uni Disseldorf mit dem Nach-
weis von ®NO im Atem sowie in Blut-
proben [12].

Das Konzept von Isotopen-Atem-
tests ldsst sich gut am Beispiel des C13-
Tests zur Diagnose einer Helicobacter
pylori-Infektion erklaren: Zu Beginn
schluckt der Patient eine Harnstoff-
tablette, die mit *C-Kohlenstoff mar-
kiert ist. Wahrend einer Wartezeit von
mindestens zehn Minuten erreicht der
Harnstoff die Magenschleimhaut. Falls
Helicobacter pylori vorhanden ist,

zersetzt das Bakterium mittels eines
Enzyms (Urease) den markierten Harn-
stoff in dann ebenfalls markiertes
Kohlendioxid, das in die Blutbahn dif-
fundiert und tiber die Lunge abge-
atmet wird. Ist hingegen kein H. pylori
vorhanden, wird der unzersetzte Harn-
stoff von der Schleimhaut aufgenom-
men und Uber die Niere ausgeschie-
den. Fur die infrarotspektroskopische
Analyse sind ein oder zwei Atempro-
ben erforderlich. Der normale ®CO,-
Gehalt lasst sich spektroskopisch leicht
nachweisen. Beim Atemtest von H. py-
lori-infizierten Patienten verschiebt
sich das Verhiltnis von ®*CO, zu 2CO,
geringflgig. Diese Verschiebung ist
gut messbar und reicht aus, um infi-
zierte und gesunde Personen zuverlds-
sig zu unterscheiden.
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lichen Organismus entsteht und dort eine wichtige Rolle
als Signalmolekiil, z. B. im Herz-Kreislauf-System, spielt.
Der NO-Gehalt im Atem eines gesunden Menschen &

liegt bei etwa 10 ppb. Das Stickstoffmonoxid stammt L

. o . N
insbesondere aus den Schleimhéuten, welche die Atem- ]

wege auskleiden. Da der NO-Gebhalt bei entziindlichen Mundstiick | %> Nafion
Atemwegserkrankungen wie Asthma deutlich erh6ht Spirometer

ist, eignet sicl'l ein NO—At'emtest daznu, Entziindungs- - e e LB .
parameter bei Asthmapatienten zu tiberwachen. 9 Druckregler 2ur

Auch Kohlenmonoxid ist primér als hochgiftiger Funpe

Bestandteil von Abgasen bekannt. Jedoch hat man vor
iiber 30 Jahren herausgefunden, dass sich CO im nor-
malen Stoffwechsel beim Abbau roter Blutkorperchen

Abb.1 Beim Online-Atemtest wird die
Atemprobe im Nafionschlauch getrock-
net. Die Kiihlfalle entfernt storende Ver-

zeichnet Atemfluss und CO,-Konzentrati-
on auf. Die Regelschleife halt den Druck
in der Messzelle, die standig von Atem-

(Hamolyse) in Milz und Leber bildet. CO ist ein Ne-
benprodukt der oxidativen Spaltung des Himoglobins,
das dabei zu Biliverdin und anschlieflend zu Bilirubin
umgewandelt wird. Durchschnittlich finden sich rund
2 ppm CO im Atem eines gesunden Menschen.

Von den zahlreichen im Atem gefundenen Kohlen-
wasserstoffen sind die Alkane Ethan (C,Hs) und Pentan
(CsHy) diejenigen, deren Rolle am umfangreichsten
untersucht wurde. Beide Alkane sind Endprodukte des
oxidativen Abbaus mehrfach ungesittigter Fettsduren
(Lipidperoxidation). Dieser Abbau betrifft vor allem die
Lipide in den Zellmembranen, die durch freie Radikale
oxidiert und geschadigt werden kénnen. Wihrend der
Lipidperoxidation von Omega-3- und Omega-6-Fett-
sauren entsteht Ethan bzw. Pentan, das anschlieflend
tiber die Lunge entweicht. Wenn die Schadigung durch
freie Radikale im Organismus iiberhand nimmt, spricht
man von oxidativem Stress. Dieser ist eine Begleit-
erscheinung von vielen Erkrankungen, z. B. von Dia-
betes mellitus, rheumatoider Arthritis und chronisch
obstruktiver Lungenerkrankung. Da die Lipidperoxida-
tion die einzige Quelle fiir Ethan und Pentan ist, gelten
diese Verbindungen als wichtige Indikatoren fiir oxida-
tiven Stress. Die Messung dieser Biomarker erlaubt es
daher, diese Stoffwechselstorung frith zu erkennen.

Luftige Messungen mit Lasern

Fiir den schnellen und empfindlichen Nachweis rele-
vanter Spurengaskonzentrationen im Atem kommen

nur wenige Analysemethoden in Frage. Routinever- 10 S : ' : '
fahren wie Gaschromatographie oder Massenspektro- CHs
metrie eignen sich zwar grundsitzlich, erreichen & 084 '

aber die notwendige Empfindlichkeit oft nur durch :=-=: GHs
vorherige Aufkonzentration mehrerer Atemproben. In = %64 \
einigen Fillen, z. B. bei Ethan, ist selbst dann nur mit g

erheblichem Aufwand ein Nachweis im ppb-Bereich E 04 1

moglich. Optische Methoden bieten sich besonders

dort an, wo sehr hohe Empfindlichkeit und Zeitauf- 1

16sung gefragt sind [7]. Viele Spurengase weisen einen

charakteristischen spektralen Fingerabdruck auf, o8 e s S s S
anhand dessen sie sich z. B. mittels Absorptionsspek- Wellenzahlin cm=1

troskopie identifizieren lassen. Dazu leitet man die

Atemprobe in eine Kiivette, wo man die wellenldngen-  ppp 5 1m mittleren Infrarotbereich sich eindeutig identifizieren lassen. Die

abhingige Absorption eines Laserstrahls misst (Abb.1).
Hierfiir eignet sich besonders der mittlere infrarote
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bindungen (z. B. CO,) , deren Spektren
interferieren wiirden. Das Spirometer

pisch 50 mbar.
Wellenldngenbereich zwischen 3 und 10 um, weil dort
die stark absorbierenden Fundamental-Schwingungs-
banden der meisten Molekiile liegen (Abb.2).

Im vergangenen Jahrzehnt wurde die Leistungs-
fahigkeit der Infrarot-Laserspektroskopie erheblich
verbessert. So entwickelten sich z. B. die photoakus-
tische Spektroskopie (PAS) und die Cavity Ring Down-
Spektroskopie (CRDS) zu Verfahren mit ultra-hoher
Empfindlichkeit, die einen Nachweis im unteren ppt-
Bereich erlauben [7, 8]. Die Laserquellen beeinflussen
ganz entscheidend, wie leistungsfihig Laserspektrome-
ter sind und wie sie sich handhaben lassen. Neben neu-
en Spektroskopietechniken gab es wichtige Fortschritte
bei der Lasertechnologie, die dazu gefiihrt haben, dass
inzwischen kleine und leistungsfahige Festkorperlaser-
systeme mit hervorragenden spektralen Eigenschaften
fiir den mittleren Infrarotbereich zur Verfiigung
stehen. Die aussichtsreichsten Kandidaten fir die
Infrarot-Laseranalytik sind Quantenkaskadenlaser
(QCL) oder Strahlungsquellen, die auf nichtlinearer
Frequenzkonversion beruhen [9]. QCLs sind Halb-
leiterlaser fiir Wellenldngen im mittleren und fernen
Infrarot; QCLs mit raumlich verteilter Riickkopplung
(distributed-feedback) fiir den Bereich um 5 pm emit-
tieren einzelmodig einige Milliwatt. Anders als bei Dio-

Wellenldnge in pm
i

gas durchstromt wird, konstant auf ty-

zeigen Molekdle sehr charakteristische
Absorptionsspektren, anhand derer sie

Physik Journal 7 2008) Nr.10 39

Spektren wurden berechnet und an-
schlieBend normiert.
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1) Weit verbreitet fiir
den Bereich bis 5 um ist
PPLN; um im Bereich
oberhalb von 5 um
Quasiphasenanpassung
zu erreichen, muss man
zu anderen Kristallen
greifen, z. B. zu ,,orienta-
tion-patterned” Gallium-
arsenid (OP-GaAs).

2) Hiervon leitet sich der
Name der Methode ab,
denn ,,Ring-down" be-
zeichnet das Abklingen
des Laserpulses im Reso-
nator.

denlasern entsteht beim QCL die Laserstrahlung durch
Intersubband-Uberginge von Elektronen innerhalb des
Leitungsbands. Im Vergleich zu Diodenlasern fiir den
gleichen Spektralbereich bieten QCLs den Vorteil, dass
sie sich nahe bei Zimmertemperatur betreiben lassen
und eine héhere optische Ausgangsleistung liefern.

Ein anderer Weg ins mittlere Infrarot fiihrt iiber
die nichtlineare Optik: So sind die Differenzfrequenz-
erzeugung (DFG, Abb. 3a) und die optisch parametrische
Oszillation (OPO) in der Lage, mittels Nahinfra-
rotlasern kohdrente Strahlung im mittleren Infrarot
zu erzeugen. Zur Frequenzkonversion eignen sich
Kristalle mit moglichst hoher nichtlinearer optischer
Suszeptibilitdt zweiter Ordnung, die Dreiwellen-Misch-
prozesse ermoglichen. Periodisch gepolte Kristalle
(Quasiphasenanpassung) erlauben eine einfache und
effiziente Phasenanpassung der beteiligten Wellen."

Die hier genannten IR-Quellen zeichnen sich da-
durch aus, dass sie Laserstrahlung mit hoher rdum-
licher und spektraler Reinheit erzeugen, deren Wellen-
linge sich gut abstimmen ldsst. Daher eignen sie sich
gut fiir die hochauflosende Molekiilspektroskopie. Die
spektrale Linienbreite liegt in der Gréflenordnung von
einigen Megahertz, womit Single-Mode-Abstimm-
bereiche von mehreren Gigahertz zu erzielen sind.

Auf den ersten Blick dhnelt die Analyse von biolo-
gischen oder medizinischen Gasproben der Analyse
der atmosphirischen Luft. Jedoch gibt es einige ent-
scheidende Unterschiede: So ist es viel komplizierter,
eine reproduzierbare Atemprobe aufzunehmen, als

CAVITY RING DOWN-SPEKTROSKOPIE

eine Luftprobe aus der Atmosphére zu sammeln. Die
Konzentration von Spurengasen in der Atemprobe
héngt von vielen dufleren Parametern, wie der Atem-
frequenz, Atemflussrate usw. ab, aufSerdem dndert sich
die Konzentration recht schnell beim Ausatmen.

Ein wesentlicher Vorteil der laserspektroskopischen
Analyse ist jhre ,,Online“-Féhigkeit [10]. Hier ist damit
gemeint, dass die Atemluft wihrend der Ausatmung
in Echtzeit analysiert wird. Bei ,,Offline“-Verfahren
hingegen sammelt man die Luft eines oder mehrerer
Atemziige zunichst in einem Beutel oder in einer Ad-
sorptionsfalle zur Prakonzentration. Dabei tauchen
mitunter Probleme auf, so kann die Atemprobe wéh-
rend der Lagerung kontaminiert werden, auch sind
Atemproben bei unterschiedlichen Atemfrequenzen
oder -flussraten schwierig zu reproduzieren. Online-
Verfahren liefern Informationen tiber die Atemgas-
konzentrationen in den verschiedenen Phasen der
Ausatmung, wohingegen ,,Offline-Methoden® meist
iber eine komplette Ausatmung integrieren und daher
Totraumluft (aus den oberen Atemwegen) und Alveo-
larluft (aus der Lunge) schwierig zu trennen sind.

Spuren(gasen) auf der Spur

Die Grundlage fiir die Absorptionsspektroskopie ist
das Lambert-Beer-Gesetz. Es besagt, dass die Intensitat
von Licht, das ein Medium mit dem Absorptions-
koeftizienten o und der Linge [ durchquert hat,

Eine Alternative zu Vielfachreflexionszellen
sind Ring Down-Zellen (Abb. iia). Urspriinglich
zur Bestimmung der Reflexionskoeffizienten
von Resonatorspiegeln entwickelt, kommen
sie heute oft bei der hochstempfindlichen
Spektroskopie zum Einsatz. Der Absorptions-
weg verldangert sich hierbei durch zwei Spie-
gel, die einen optischen Resonator (cavity) bil-
den. Ein Cavity Ring Down-Spektrometer be-
steht meist aus einem abstimmbaren,
gepulsten Laser, einer Ring Down-Zelle und
einem Photodetektor. Um die Absorption zu
bestimmen, misst man die Abklingzeit des im
Resonator zirkulierenden Laserpulses hinter
dem Austrittsspiegel.? Die Einhiillende /(t)
folgt einem exponentiellen Abfall: I(t) = I(t = 0)
exp (=t/7) (Abb. iib). Die Abkling- bzw. Ring
Down-Zeit T ist die Zeit, nach der die Pulsener-
gie auf den Wert 1/e ihres Anfangswerts abge-
fallen ist. Je starker die Gasprobe absorbiert,
desto kiirzer ist die Abklingzeit. Der Absorpti-
onskoeffizient errechnet sich aus: a =1/c (/T -
1/70), wobei 1, die Abklingzeit der leeren Zelle
ist. Bei hochwertigen Spiegeln mit einer Re-
flektivitat von R = 99,98 % betragt die Ab-
klingzeit einer leeren, ein Meter langen Zelle
rund 20 ps. Mithilfe bekannter Linienstarken
(z. B. aus HITRAN entnommen) lasst sich dann
der Absorptionskoeffizient in die zugehorige
Konzentration umrechnen.

Neben gepulsten Lasern eignen sich auch
Dauerstrichlaser, mit denen man die Ring
Down-Zelle resonant anregen kann (Abb. ii a).
Durch konstruktive Uberlagerungen baut sich
eine stehende Welle in der Ring Down-Zelle
auf, sodass wesentlich mehr Licht fur die Mes-
sung hinter der Zelle zur Verfligung steht.
Nach Erreichen des stationdren Zustands wird
der Laserstrahl — etwa mithilfe eines schnellen
optischen Schalters — unterbrochen. Das an-

A v

R=99,985 %

I ) I

schlieBende exponentielle Abklingen des
Stehwellenfeldes wird wieder hinter dem Aus-
trittsspiegel aufgezeichnet (Abb. ii ¢). Da die
Messung bei unterbrochenem Laserstrahl er-
folgt, ist diese Art der Spektroskopie unab-
hangig vom Laseramplitudenrauschen.
Allerdings sind fiir eine effiziente, resonante
Anregung wegen der hohen Resonatorglite
Laserquellen mit entsprechend geringer
Linienbreite erforderlich (<100 kHz).

A
R=99,985%

Abb.ii  Mittels

Detektor

L

Ring Down-Zelle

eines Dauer-
strichlasers ldsst

b ¢ - sich die Ring
; Laserleistung Down-Zelle reso-
= v Spiegelreflektivitat: 99,98 % nant anregen
5 51 Abklingzeit: 12 ps (a). Das Ring
g E;‘ : /To D<.)wn—5ignal '
k2 = klingt sowohlim
% 2 gepulsten (b) als
7y U auch im kontinu-
04 ierlichen Betrieb

ZLeit

510 15 2 ~
s (c) exponentiell

ab.
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Nd:YAG
Signalwelle ws

Pumpwelle w
P

Idler-Welle wj = ws — wp

AN

PPLN

Abb.3  Als Strahlungsquelle im Infraroten dient ein Differenz-
frequenzlaser, der aus einem Nd:YAG- und einem Diodenlaser
besteht. Beide Laserwellen werden in einem Kristall aus perio-
disch gepoltem Lithiumniobat (PPLN) gemischt und bilden die
Idler-Welle, die flr die Absorptionsmessungen zum Einsatz
kommt (a). Der Aufbau nimmt derzeit noch zu viel Platz ein,
um das Experiment im Klinikalltag etablieren zu kénnen (b).

gegeben ist durch I = I, e, wobei I, und I die Inten-
sitdten vor bzw. hinter dem Medium sind. Typische
IR-Absorptionskoeftizienten molekularer Spurengase,
die im ppb-Konzentrationsbereich vorliegen, betragen
o =10"/cm oder darunter. Um eine hohe Nachweis-
empfindlichkeit zu erreichen, muss die Weglédnge /,
auf der das Licht mit dem Absorber wechselwirkt,
moglichst grof$ sein. Die meisten Absorptionsspektro-
meter benutzen eine Vielfachreflexionszelle, bei der der
Laserstrahl bis zu 100-mal durch die Atemprobe kreuzt.
Eine besondere Variante der Laserabsorptionsspek-
troskopie mit grofSer Weglange ist die Cavity Ring
Down-Spektroskopie (CRDS, Infokasten) [8]. Diese in den
letzten 15 Jahren entwickelte Technik hat die Empfind-
lichkeit der klassischen Absorptionsspektroskopie we-
sentlich verbessert. Als Absorptionszelle dient hierbei
ein optischer Resonator, zwischen dessen Spiegeln sich
die Gasprobe befindet. Diese Anordnung ist zum einen
viel kompakter als gewohnliche Vielfachreflexionszel-
len. Zum anderen erméglicht sie sehr lange Weglédngen
von bis zu 100 km, sodass sich die Empfindlichkeit
dieses Verfahrens deutlich erh6ht. So lassen sich mit der
CRDS Absorptionen bis hinunter zu 10™""/cm nachwei-
sen — das entspricht Molekiilkonzentrationen im ppt-
Bereich. Zudem erlaubt die CRDS eine sehr hohe spek-
trale Auflosung, besonders beim Einsatz von Dauer-
strichlasern. Dies ist fiir die IR- Analytik wichtig, um
eng benachbarte Vibrations-Rotationslinien verschie-
dener Molekiile zu unterscheiden. Diese Eigenschaften
machen die CRDS zu einer hervorragenden Methode
fiir die Spurengasanalytik des menschlichen Atems.
Eine Online-Analyse, welche die Konzentration
eines Spurengases im Atem iiber die Zeit darstellt,
erfordert mehrere Messschritte: Die Laserwellenldnge
regt eine bestimmte Absorptionslinie des zu unter-
suchenden Spurengases an. Die Absorption misst
man einige hundertmal pro Sekunde, indem man das
einfallende Laserlicht kurz unterbricht und das Ab-
klingen des in der Spektroskopiezelle gespeicherten
Lichts aufzeichnet. Aus jeder Abklingkurve wird die
Abklingzeit bestimmt und daraus die Absorption zu
diesem Zeitpunkt berechnet. Diese ldsst sich in die
zugehorige Gaskonzentration umrechnen und iiber
die Zeitachse auftragen. Die hohe Geschwindigkeit der
Ring-Down-Messungen erlaubt es, die Konzentration
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des Spurengases in Echtzeit und atemzugsaufgelost am
PC-Monitor zu betrachten. Da das Atemgas die Mess-
zelle stindig durchstromt, kann man so den Zeitverlauf
der Spurengaskonzentration des Atems aufzeichnen.

Unsere Gruppe hat erstmals gezeigt, dass mittels
CRDS eine Online-Analyse von Ethan im mensch-
lichen Atem bis hinunter in den sub-ppb-Bereich mit
einer Zeitauflosung von besser als 800 ms moglich ist
[11]. Ein Teil der ausgeatmeten Luft wird dazu in eine
Ring-Down-Absorptionszelle geleitet (Abb. 1). Die Mes-
sung erfolgt bei Unterdruck, um die Druckverbreite-
rung der Spektrallinien gering zu halten und um so zu
verhindern, dass die Linien verschiedener Substanzen
tiberlappen. Eine Regelung sorgt dafiir, dass der Druck
in der Zelle konstant bleibt, denn mit dem Druck
wiirde sich auch die Dichte andern, was man falsch-
licherweise als Anderung der Konzentration im Atem
interpretieren wiirde. Ethan zeigt ein charakteristisches
Absorptionsspektrum im Wellenldngenbereich um
3,3 um (vgl. Abb.2). Als Strahlungsquelle in diesem
Spektralbereich dient ein Differenzfrequenzlaser, be-
stehend aus einem Nd:YAG-Laser, einem Diodenlaser
und einem PPLN-Kristall zur Mischung (Abb. 3).

Da bei einem gesunden Probanden kein Ethan im
Atem zu erwarten ist, haben wir ihn zur Demonstrati-
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Abb.4 Online-Messungen von Ethan, Atemfluss, CO,, O, (von
oben nach unten). Die Konzentration des kiinstlich zugege-
benen Ethans verringert sich in den ersten zwei Minuten etwa
um den Faktor sechs, wahrend bei Sauerstoff und Kohlendioxid
naturlich kein Unterschied zu bemerken ist. Der Ethangehalt
der Umgebungsluft lag hier im unteren ppb-Bereich und wurde
von der ausgeatmeten Ethankonzentration abgezogen.
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Ethan in ppb

b

Abb.5 Die Expirogramme von Ethan
und CO, zeigen, wie sich die Konzentrati-
on beider Gase wahrend eines Atemzugs
verandert (a). Uber einen ldngeren Zeit-
raum wird Ethan beim Atmen ausgewa-
schen (b). Die Kurve verlauft entlang

on vor der Messung 1 ppm Ethan in synthetischer Luft
fiir etwa fiinf Minuten einatmen lassen. Dadurch rei-
chert sich geringfiigig Ethan im Korper des Probanden
an (Abb. 4). Kein anderes Verfahren ist derzeit in der La-
ge, Ethan in solch geringen Konzentrationen und mit
solch hoher Zeitauflosung im Atem zu analysieren.
Ein Ziel dieser Arbeiten war es, den Verlauf der
Ethankonzentration wihrend eines einzelnen Atem-
zuges zu verfolgen. Ublicherweise wird dazu in einem
sog. Expirogramm die gemessene Konzentration
gegen das ausgeatmete Volumen aufgetragen (Abb.
5a). Die Expirogramme fiir Ethan zeigen einen dhn-
lichen Verlauf wie die fiir CO,. Die Luft zu Beginn
der Ausatmung stammt aus den oberen Atemwegen
(Mund, Rachenraum, Luftréhre und Bronchien), wo
kein Gas zwischen Blut und Luft ausgetauscht wird
(Phase I, Totraumvolumen). In Phase II steigt die
Konzentration schnell an, bis gegen Ende des Atem-
zugs ein Plateau erreicht wird (Phase III). In diesem
letzten Teil entweicht die alveolare Luft, in der ein
enger Gasaustausch mit dem Blut stattgefunden hat.
Die beobachtete Steigung erlaubt es, auf die Kinetik
des alveolar-kapilldren Gasaustauschs zu schlieflen.
Die Messung iiber einen lingeren Zeitraum offenbart
die Kinetik des Auswaschvorgangs, bei dem das Ethan
iiber die Atmung den Organismus verldsst (Abb. 5b).
Das kiinstlich verabreichte Ethan wird in den Organis-
mus des Probanden eingewaschen, d. h. in verschie-
denen Bereichen des menschlichen Korpers gelost.

8,0
2,0 T ) ! —
" | _/x_\_/‘ VL —
15 : { "//J\ & |
I /: o\° 1
' ! =40 !
107 ' =t/
(| / Lo o 0
05 - 20 [
] | !
I 1 ] I
0,0 0,0 *
00 05 10 15 20 25 30 35 00 05 10 15 20 25 30 35
Volumenin| Volumenin|
1000 3= o =
| f | |
i | | |
=== Fit
L @ mittlere alveolare
Konzentration
100
=3
) ‘k‘
‘\
b
.'
(
1 | e |
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Zeitins

dreier Exponentialfunktionen, die an die
Messdaten angefittet wurden. Die Zeit-
konstanten, die sich dabei ergeben,
spiegeln die Auswaschzeiten von Lunge
(24 s), Blutkreislauf (55 s) und gut durch-
blutetem Gewebe (1800 s) wider.
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Abb.6 Beim Raucher (unten) ist der Kohlenmonoxidgehalt im
Atem gegenliber dem Nichtraucher (oben) deutlich erhoht -
auch noch einige Stunden nach der letzten Zigarette.

Ausgeatmet wird es anschlieflend in erster Ndherung
genau so, als ob das Ethan wihrend eines natiirlichen
Stoftwechselprozesses entstanden wire. An einem Ex-
pirogramm lésst sich leicht ablesen, wie viele Bereiche
des Organismus am Auswaschvorgang beteiligt sind

- beim Ethan sind es mindestens drei. Auflerdem lernt
man daraus, in welchem Zeitfenster das Ethan, das sich
im Organismus gebildet hat, im Atem sichtbar ist. Das
ist bei jedem Biomarker anders und héngt u. a. von der
Loslichkeit der Verbindung und vom Diffusionskoeffi-
zienten der Lunge fiir die jeweilige Substanz ab.

Vom Giftgas zum Biomarker

Die laserspektroskopische Online-Analyse erlaubt es,
den CO-Gehalt des Atems mit einzigartiger Empfind-
lichkeit und Genauigkeit zu verfolgen (Abb. 6). Der Ver-
gleich der Atemkurven von Raucher und Nichtraucher
offenbart, dass der CO-Wert des Rauchers im Mittel
viermal grof3er ist als der des Nichtrauchers — obwohl
die letzte Zigarette bei der Messung schon drei Stunden
zuriick lag. Dies liegt daran, dass das mit dem Zigaret-
tenrauch inhalierte CO durch Bindung an Hdmoglobin
im Korper gespeichert wird. Himoglobin (Hb), der rote
Blutfarbstoff, ist der wichtigste Sauerstofftrager im Kor-
per. Da Kohlenmonoxid eine sehr grofie Affinitét zu
Hémoglobin aufweist (iiber 200-mal grofier als Sauer-
stoff), verdrangt es den Sauerstoff, und es wird Carbo-
xyhdamoglobin (COHb) gebildet. Mit einer Halbwerts-
zeit von rund vier Stunden wird das CO ausgeatmet.
Selbst 24 Stunden nach dem Rauchen einer Zigarette ist
im Atem noch eine erhéhte CO-Konzentration nach-
weisbar. Deshalb ermdglichen es die CO-Atemwerte,
das Rauchverhalten von Patienten zu kontrollieren.

In der Sportmedizin kdnnen CO-Messungen der
Atemluft dazu dienen, die Himoglobin-Gesamtmasse
eines Sportlers zu bestimmen. Im Durchschnitt hat
ein Mensch davon 800 g zur Verfiigung. Zur illegalen
Leistungssteigerung in Ausdauersportarten, z. B. im
Radsport, werden vor Wettkampfen Eigenblutkonser-
ven infundiert. Dadurch erhéht sich die Himoglobin-
Gesamtmasse (tHb) und damit die Sauerstofftrans-
portkapazitit. Der einzige Weg, um Eigenblutdoping
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zu entlarven, besteht darin, den tHb-Wert eines Leis-
tungssportlers regelmifig zu kontrollieren. Andert
dieser sich plotzlich, weist dies auf Eigenblutdoping
hin. Das Prinzip der tHb-Messung besteht darin, eine
genau definierte Anzahl Hb-Molekiile zu markieren
und anschliefSend das Verhaltnis von markierten zu
unmarkierten Hb-Molekiilen zu messen. Wegen der
groflen Affinitat zu Himoglobin eignet sich Kohlen-
monoxid als Markermolekiil. Durch Inhalation einer
bestimmten, ungeféhrlichen Menge CO vergrofiert
sich der Anteil des im Blut mit CO belegten Carboxy-
hiamoglobins. In sehr guter Naherung kann man da-
von ausgehen, dass die gesamte zugefithrte Menge an
Kohlenmonoxid an das Hdmoglobin gebunden wird.
Wihrend der CO-Inhalation misst man sehr genau
die ein- und ausgeatmete Menge von CO. Daraus lasst
sich ableiten, wie viele CO-Molekiile im Korper der
Testperson verblieben sind und wie hoch demnach der
COHb-Wert ist. Der relative Anteil der so markierten
Hiémoglobin-Molekiile, also das Verhéltnis COHb/HD,
gibt Aufschluss tiber das Gesamthdmoglobin. Laufen-
de Forschungsarbeiten an der Universitit Diisseldorf
beschiftigen sich damit, dieses Verhiltnis durch einen
CO-Atemtest moglichst prézise zu bestimmen.

Der Weg in den Klinikalltag

Die medizinische Atemanalytik ist ein reizvolles, auf-
strebendes Forschungsgebiet an der Schnittstelle zwi-
schen Naturwissenschaften und Medizin. Die Heraus-
forderungen sind jedoch vielfiltig. Wegen der winzigen
Konzentrationen der meisten ausgeatmeten Stoffwech-
selprodukte ist der quantitative Nachweis methodisch
und technisch sehr anspruchsvoll. Auch sind viele der
zugrunde liegenden biochemischen Pfade noch unklar.

Die Analyse von Atemgasproben mittels optischer
Methoden bietet die Moglichkeit, fliichtige Biomarker
mit teils konkurrenzloser Empfindlichkeit und Ge-
schwindigkeit zu bestimmen und er6ffnet damit den
Zugang zu vollig neuen Daten. So ist die Laserabsorp-
tionsspektroskopie zurzeit der einzige Weg, um Ethan
in Sekundenschnelle wahrend der Ausatmung mit
pikomolarer Empfindlichkeit zu messen.

Kompakt- und Hochleistungslaserquellen fiir das
Infrarotgebiet und ultraempfindliche Laserspektros-
kopie-Methoden entwickeln sich schnell weiter. In
jungster Zeit gab es vielversprechende Versuche am
JILA in Boulder, die Ring-Down-Techniken mit einem
optischen Frequenzkamm zu kombinieren. Die weitere
Entwicklung in Richtung kompakter, zuverlassiger und
kostengiinstiger IR-Quellen konnte schon bald die er-
forderlichen optischen Komponenten bereitstellen, um
die daraus aufgebauten Analysatoren in langfristigen
klinischen Studien evaluieren zu kénnen.

Das Anwendungspotenzial der Echtzeit-Atemana-
Iytik in der klinischen Medizin und in der biomedizi-
nischen Forschung ist gewaltig. Die moglichen Anwen-
dungen von Atemtests {iberspannen weite Bereiche,
angefangen vom ambulanten Infektionsnachweis iiber
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die Uberwachung von Intensivpatienten bis hin zur
Uberfiihrung von Dopingsiindern. Denkbar ist z. B.
die Uberwachung von Sepsis-gefahrdeten Intensivpa-
tienten. Diese Patienten laufen standig Gefahr, dass im
Rahmen einer generalisierten Entziindung des Orga-
nismus mehrere Organe versagen. Diese Situation lief3e
sich mithilfe der laserspektroskopischen Ethan-Analy-
se im Atem frithzeitig genug erkennen, um rechtzeitig
Gegenmafinahmen einzuleiten. Eine andere Vision be-
inhaltet, dass Patienten eines Tages ihre Atemwerte zu
Hause selbst kontrollieren, etwa um zu optimieren, wie
viele Medikamente sie einnehmen miissen. Allerdings
ist dafiir noch ein erheblicher Aufwand an Forschungs-
und Entwicklungsarbeiten notwendig, um geeignete
tragbare, kostengiinstige Analysegerate zu realisieren.

*

Unser Dank geht an alle Mitarbeiter, die wesentlich
zu den hier vorgestellten Arbeiten beigetragen haben.
Die Forschungsarbeiten werden von der Deutschen
Forschungsgemeinschaft gefordert.
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